原发免疫性血小板减少症（ITP）是一种自身免疫介导血小板过度破坏所致的血小板减少性疾病，B淋巴细胞产生血小板相关抗体破坏血小板是ITP的经典发病机制。IL-10可以通过诱导Th0细胞向Th2细胞分化、抑制Th1分化而改变Th1/Th2平衡，诱导初始T细胞向调节性T细胞（Treg）转化，抑制Th17细胞的诱导作用，抑制树突细胞分泌IL-6和IL-12发挥免疫负调控作用[@b1]。TGF-β作为一种免疫抑制因子可以抑制机体多种免疫细胞的功能及其相关细胞因子的产生[@b2]，近年来有文献报道NK细胞可以通过分泌IL-10、TGF-β等具有免疫负调控作用的细胞因子在自身免疫性疾病中起保护作用[@b3]。NK细胞及其免疫负调节作用在ITP患者中研究尚少，本研究我们通过检测ITP患者不同疾病状态及健康对照者外周血NK细胞及其细胞因子的变化，探讨NK细胞在ITP发病机制中的作用。

对象与方法 {#s1}
==========

1．研究对象：2016年4月至10月天津医科大学总医院血液科住院的22例初诊ITP患者（初诊组）和20例经糖皮质激素、静脉丙种球蛋白、环孢素A等治疗后获得完全缓解的ITP患者（完全缓解组）纳入研究。初诊组中男10例，女12例，中位年龄为50（14\~64）岁，中位PLT为43.5（8\~60）×10^9^/L；完全缓解组中男7例，女13例，中位年龄为42（13\~71）岁，中位PLT为138.5（105\~279）×10^9^/L。以20名健康志愿者作为对照组，男8名，女12名，中位年龄为41（14\~55）岁，中位PLT为225（145\~302）×10^9^/L。纳入本研究的ITP患者均接受糖皮质激素治疗（泼尼松0.5\~1.0 mg·kg^−1^·d^−1^），部分重症患者加用静脉丙种球蛋白（400 mg·kg^−1^·d^−1^×5 d）和环孢素A\[（3\~5）mg·kg^−1^·d^−1^\]。诊断及疗效判定标准符合文献[@b4]。

本研究经天津医科大学总医院伦理委员会批准，所有研究对象均签署知情同意书。

2．主要试剂及仪器：IFN-γ、IL-10 ELISA试剂盒均购自美国eBioscience公司，酶标仪为美国BioTek公司产品；鼠抗人PerCP-CD3、APC-CD56、FITC-CD16及各抗体同型对照均购自美国Becton Dickinson公司，流式细胞仪为FACSCalibur型（美国BD公司产品）；分选人NK细胞的磁珠、抗体、分选液、MS分选柱均购自德国Mitenyi公司；RNA逆转录及荧光定量试剂盒购自日本TaKaRa公司，实时荧光定量PCR仪购自美国Bio-Rad公司。

3．ELISA法检测外周血IFN-γ、IL-10水平：采集ITP患者及正常对照者空腹外周静脉血3\~5 ml（EDTA抗凝），30 min内1 000×*g*离心20 min，取上清置于−80 °C保存，使用时于室温放置2 h，然后按照ELISA试剂盒说明书检测IFN-γ、IL-10水平，最后于酶标仪读取波长450 nm处吸光度（*A*）值。

4．流式细胞术（FCM）检测NK细胞：取新鲜抗凝血200 µl，平分为2管，检测管1中加入同型对照IgG1-PerCP、IgG1-FITC、IgG1-APC各20 µl，检测管2中加入CD3-PerCP、CD56-APC和CD16-FITC各20 µl。4 °C避光孵育30 min后加入溶血素2 ml，摇匀后室温避光8 min溶解红细胞，离心弃上清，磷酸盐缓冲液（PBS）洗涤后，FCM检测NK细胞的数量及亚群的表达（计数30 000个细胞）。

5．NK细胞（CD3^−^ CD56^+^）的分离：采集患者及对照组外周静脉血10 ml（EDTA-K2抗凝），PBS 2倍稀释，用淋巴细胞分离液（相对密度1.077）密度梯度法分离外周血单个核细胞，用德国Mitenyi公司的细胞分选缓冲液（MACS缓冲液）重悬，200×*g*离心10 min（20 °C），吸取上清，定容至1 ml，取10 µl计数细胞，根据细胞计数，每1×10^7^细胞加入MACS缓冲液40 µl、NK细胞生物素标记抗体10 µl，充分混合，4 °C孵育5 min，加入MACS缓冲液30 µl、NK细胞磁珠20 µl，充分混合，4 °C孵育10 min。将总容量体系用MACS缓冲液调至500 µl，过柱分选。分选之后的细胞纯度\>90%。

6．逆转录反应及实时荧光定量PCR测定NK细胞IFN-γ、IL-10、TGF-β基因mRNA的相对表达量：富集好的NK细胞放入无RNA酶EP管中，200×*g*离心10 min，去上清，PBS洗2遍，加入TRIzol液1 ml摇匀，4 °C静置1 h，依据RNA提取步骤提取总RNA，将提取的RNA用TaKaRa逆转录试剂盒逆转录成cDNA（37 °C 15 min，85 °C 5 s，4 °C 30 min），利用cDNA与SYBR Premix Ex TaqⅡ（日本TaKaRa公司产品）进行实时荧光定量PCR。扩增条件：95 °C 30 s，1个循环；95 °C 5 s，60 °C 30 s，45个循环；溶解曲线1个循环。以甘油醛-3-磷酸脱氢酶（GAPDH）作为内参，由公式2^−ΔΔCt^计算NK细胞IFN-γ、IL-10、TGF-β基因mRNA的相对表达量。引物由上海生工生物工程股份有限公司设计，由苏州金唯智生物科技有限公司合成，引物序列见[表1](#t01){ref-type="table"}。

###### 实时荧光定量PCR引物序列

  基因    上游引物（5′→3′）       下游引物（5′→3′）
  ------- ----------------------- -------------------------
  IFN-γ   GAGTGTGGAGACCATCAAGGA   GTATTGCTTTGCGTTGGACA
  IL-10   CTGCCTAACATGCTTCGAGAT   CAACCCAGGTAACCCTTAAAGT
  TGF-β   TTGAGGGCTTTCGCCTTAG     GGTAGTGAACCCGTTGATGT
  GAPDH   GGAGCGAGATCCCTCCAAAAT   GGCTGTTGTCATACTTCTCATGG

7．统计学处理：使用SPSS 20.0统计软件进行数据分析。符合正态分布、方差齐的计量资料以*x*±*s*表示，两组间比较使用*t*检验，相关分析采用Pearson相关分析；对非正态分布的变量用中位数（四分位数间距）\[*M*（*QR*）\]表示，采用非参数检验，相关分析采用Spearman相关分析。*P*\<0.05为差异有统计学意义。

结果 {#s2}
====

1．ELISA法检测ITP患者血清IFN-γ、IL-10水平：初诊组ITP患者血清中IFN-γ水平高于完全缓解组（*t*=2.473，*P*=0.022）和对照组（*t*=3.574，*P*=0.001），而完全缓解组与对照组相比差异无统计学意义（*t*=1.247，*P*=0.220）；初诊组ITP患者血清中IL-10水平低于对照组（*t*=2.548，*P*=0.007），与完全缓解组相比差异无统计学意义（*t*=1.244，*P*=0.221），完全缓解组与对照组相比差异无统计学意义（*t*=1.377，*P*=0.176）。详见[表2](#t02){ref-type="table"}。

###### ELISA法检测原发免疫性血小板减少症患者血清IFN-γ、IL-10浓度（ng/L，*x*±*s*）

  组别         例数   IFN-γ            IL-10
  ------------ ------ ---------------- ----------------
  初诊组       22     653.0±221.6      52.09±26.66
  完全缓解组   20     484.4±219.5^a^   64.44±29.09
  对照组       20     390.9±253.5^a^   79.44±38.43^a^

注：与初诊组比较，^a^*P*\<0.05

2．FCM检测ITP患者及对照组NK细胞及其亚群：①初诊组和完全缓解组ITP患者外周血NK细胞水平显著低于对照组（*t*=2.312，*P*=0.013；*t*=2.516，*P*=0.007），初诊组与完全缓解组相比差异无统计学意义（*t*=0.420，*P*=0.676）。②外周血Bright亚群（CD3^−^ CD56^bright^ CD16^−^）占NK细胞的比例：初诊组高于对照组（*t*=2.416，*P*=0.032），与完全缓解组相比差异无统计学意义（*t*=0.774，*P*=0.444），完全缓解组与对照组相比差异无统计学意义（*t*=1.357，*P*=0.183）。③外周血Dim亚群（CD3^−^ CD56^dim^ CD16^+^）占NK细胞的比例：初诊组低于对照组（*t*=2.416，*P*=0.032），与完全缓解组相比差异无统计学意义（*t*=0.774，*P*=0.444），完全缓解组与对照组相比差异无统计学意义（*t*=1.375，*P*=0.183）。详见[表3](#t03){ref-type="table"}。

###### 流式细胞术检测原发免疫性血小板减少症患者和对照组外周血NK细胞及其亚群（%，*x*±*s*）

  组别         例数   NK细胞         CD3^−^ CD56^bright^CD16^−^细胞   CD3^−^ CD56^dim^CD16^+^细胞
  ------------ ------ -------------- -------------------------------- -----------------------------
  初诊组       22     9.53±3.93^a^   6.85±4.43^a^                     93.14±4.43^a^
  完全缓解组   20     9.03±3.78^a^   5.74±4.82                        94.25±4.82
  对照组       20     13.72±7.42     4.05±2.81                        95.94±2.81

注：与对照组比较，^a^*P*\<0.05

3．实时荧光定量PCR检测ITP患者和对照组外周血NK细胞IFN-γ、IL-10、TGF-β基因mRNA的表达：三组NK细胞中IFN-γ表达水平差异无统计学意义（*P*=0.997）。初诊组NK细胞IL-10基因mRNA表达水平高于对照组（*t*=2.160，*P*=0.023），而初诊组与完全缓解组相比差异无统计学意义（*t*=1.902，*P*=0.064），完全缓解组与对照组比较差异无统计学意义（*t*=0.428，*P*=0.671）。初诊组NK细胞中TGF-β基因mRNA表达水平高于对照组（*t*=2.257，*P*=0.028），初诊组与完全缓解组比较差异无统计学意义（*t*=1.319，*P*=0.194），完全缓解组与对照组比较差异无统计学意义（*t*=0.879，*P*=0.385）。详见[表4](#t04){ref-type="table"}。

###### 实时荧光定量PCR检测原发免疫性血小板减少症患者外周血NK细胞IFN-γ、IL-10、TGF-β基因mRNA相对表达量（2^−ΔΔCt^）

  组别         例数   IFN-γ\[*M*（*QR*）\]   IL-10（*x*±*s*）   TGF-β（*x*±*s*）
  ------------ ------ ---------------------- ------------------ ------------------
  初诊组       22     1.09（4.06）           1.82±1.32^a^       2.80±2.31^a^
  完全缓解组   20     1.12（5.45）           1.15±0.88          1.93±1.94
  对照组       20     2.03（2.76）           1.02±1.03          1.46±1.37

注：与对照组比较，^a^*P*\<0.05

4．相关性分析：①NK细胞中Bright亚群比例与NK细胞内IL-10、TGF-β基因mRNA水平呈正相关（*r*=0.424，*P*=0.001；*r*=0.432，*P*\<0.001），与NK细胞内IFN-γ mRNA水平无相关性（*r*=−0.226，*P*=0.077），与血清IL-10、IFN-γ水平无相关性（*r*=−0.236，*P*=0.064；*r*=0.105，*P*=0.416）。②NK细胞比例与NK细胞IL-10、IFN-γ、TGF-β基因mRNA表达水平无明显相关性（*r*=−0.044，*P*=0.773；*r*=0.060，*P*=0.645；*r*=−0.075，*P*=0.081），与血清IL-10、IFN-γ水平无相关性（*r*=0.141，*P*=0.274；*r*=0.213，*P*=0.096）。③NK细胞IFN-γ基因mRNA表达与血清IFN-γ水平无明显相关性（*r*=0.075，*P*=0.561），NK细胞内IL-10基因mRNA表达与血清IL-10的水平无明显相关性（*r*=−0.119，*P*=0.358）。

讨论 {#s3}
====

ITP是常见的出血性疾病，其发病原因尚不完全清楚，其中异常B淋巴细胞产生自身抗体介导的血小板破坏是经典致病环节。另外，ITP患者Th1细胞升高，Th2细胞降低，Th1/Th2比值升高，病情缓解后则Th1和Th2逐渐恢复正常[@b5]--[@b6]。Th1主要分泌IFN-γ，Th2细胞主要分泌IL-10，ITP患者血清中IFN-γ升高、IL-10降低，经治疗后两者逐渐恢复至正常水平[@b7]--[@b8]。本研究中，初诊组ITP患者血清IFN-γ水平高于完全缓解组和对照组，IL-10水平则低于对照组，与文献报道相符，提示ITP患者体内Th1细胞及其细胞因子水平增高，保护性的Th2细胞及其细胞因子水平不足。

近些年NK细胞作为一种免疫调节细胞是自身免疫性疾病研究的热点[@b3]。多数研究者认为NK细胞在体内免疫系统中有重要的免疫监视作用，通过Bright亚群分泌细胞因子或通过Dim亚群的细胞毒性作用对下游免疫细胞起到调节作用。NK细胞可以分泌IFN-γ使Th0细胞向Th1细胞极化，也可以分泌IL-10、TGF-β使Th0细胞向Th2细胞极化[@b9]。成熟的CD8^+^ T细胞高表达主要组织相容性复合物（MHC）Ⅰ类分子，更易被NK细胞杀伤[@b10]。Park等[@b11]发现系统性红斑狼疮（SLE）患者外周血中NK细胞数量、细胞毒性、杀伤活性显著低于对照组。NK细胞数量和功能异常也存在于类风湿性关节炎[@b12]、重型再生障碍性贫血[@b13]和Graves病[@b14]，并且多数学者认为NK细胞在自身免疫性疾病中起保护作用。

王琳等[@b15]将血小板与自身CD8^+^ T细胞或NK细胞（效应细胞）共同孵育后，FCM检测膜联蛋白Ⅴ标记阳性血小板的比例，结果表明CD8^+^ T细胞参与了对ITP患者自身血小板的杀伤作用（*P*\<0.05），NK细胞对自身血小板无明显杀伤作用（*P*\>0.05）。前已提及，NK细胞通过细胞毒作用杀伤CD8^+^ T细胞，减少其对血小板的破坏[@b10]。

本研究我们同时检测了NK细胞分泌的具有免疫负调控作用的细胞因子，进一步研究了NK细胞在ITP患者体内的作用。本研究中初诊组ITP患者外周血NK细胞比例较对照组明显降低、Bright亚群比例升高、Dim亚群比例降低，初诊组NK细胞IL-10、TGF-β基因mRNA表达较对照组显著升高，而IFN-γ基因mRNA表达差异无统计学意义，具有主要分泌功能的Bright亚群比例与NK细胞中IL-10、TGF-β基因mRNA表达呈正相关，我们推测可能是因为NK细胞数量减少、CD56^Dim^NK亚群降低，不能充分发挥细胞毒作用以抑制异常的自身反应性T、B细胞，相对增多的CD56^bright^NK亚群分泌具有免疫负调控作用细胞因子IL-10、TGF-β"代偿性"增多，促使Th0细胞向Th2细胞极化来维持Th1/Th2的平衡，以代偿NK细胞的数量及杀伤功能不足。另外，初诊ITP患者血清IFN-γ升高、IL-10降低不是NK细胞分泌异常造成的，恰恰相反，NK细胞正在努力分泌IL-10及TGF-β来"挽回"Th2细胞的分泌不足，以上提示NK细胞很可能是一群"保护性细胞"，而不是"致病性"细胞，NK细胞免疫监视作用减弱，不能维持自身免疫系统的稳态，不能抑制过度激活的体液免疫，最终导致疾病的进展。

通过体外扩增NK细胞并回输或应用细胞因子刺激NK细胞而使其分泌的免疫负调控细胞因子增多，可能会成为ITP未来治疗方法的一个新思路。总之，我们对ITP患者NK细胞及其细胞因子做了初步探索，但是ITP患者NK细胞数量下降而分泌功能增强的机制仍有待进一步探索。
